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基础 研究 


DHA 对 宫颈 癌 细 肥 株 凋 亡 、 侵 袭 和 转移 的 影响 
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摘要 :目的 探讨 多 不 饱和 脂肪 酸 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 (HeLa、Siha) 凋 亡 、 迁 移 侵 秦 的 影响 。 方 法 HeLa、Siha 细 胞 ,分 为 空白 对 照 
组 不同 浓度 DHA 组 ,观察 不 同 药物 浓度 作用 于 宫 颂 癌 细胞 后 的 形态 学 改变 ,Hoechst 33258 染色 检测 48 h 后 细胞 核 凋 亡 情 况 ; 
MTT 法 检测 DHA 作 用 于 宫 贷 癌 细 胞 24、48、72 h 后 的 细胞 凋 亡 情况 ; 流 式 细胞 仪 检 测 不 同 浓度 DHA 作用 于 富有 颂 癌 细胞 48 h 后 
的 凋 亡 率 ;细胞 划 痕 实验 和 Transwell 迁移 实验 检测 不 同 浓度 DHA 对 宫 贫 癌 细胞 体外 迁移 能 力 的 影响 ;Western Blotting 检测 
DHA 刺激 细胞 48 h Jr Wf] CAKE F1 (Bax , Bcl-2, .cleaved-caspase3) 及 肿瘤 转移 侵袭 相关 和 蛋白 MMP-9`VEGF 表 达 情 况 。 结 果 
倒置 显微镜 下 及 经 Hoechst33258 染 色 后 , 随 着 DHA 浓 度 增加 , 宫 颁 癌 细 胞 形态 改变 越 明 显 , 凋 亡 小 体 增多 ; MTT 结果 显 示 DHA 
呈 时 间 - 浓 度 依 赖 性 抑制 宫颈 癌 细 胞 增殖 ,促进 其 凋 亡 ;细胞 划 痕 实验 和 transwell 迁移 实验 提示 DHA 作 用 于 细胞 后 ,浓度 越 高 ， 
对 细胞 的 体外 迁移 能 力 的 抑制 作用 越 强 ; Western Blotting 显示 DHA 作 用 于 细胞 48 h 后 ,cleaved-caspase3 Bax 蛋白 表达 增加 
(P«0.05) , 而 Bcl-2, MMP-9, VEGF 蛋白 表达 下 降 (P<0.05) , Bcl-2/Bax 比值 下 降 (P<0.05) 。 结 论 DHA 可 通过 调控 
cleaved-caspase3 .Bax 及 Bcl-2 表 达 , 促 进 宫 贷 癌 细胞 凋 亡 的 作用 并 能 通过 降低 MMP-9、VEGF 的 表达 抑制 宫 贷 癌 细胞 的 迁移 和 
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率 逐 年 升 高 ,并 且 有 年 轻 化 趋势 "。 因 此 ,为 宫颈 癌 患 者 


Abstract: Objective To investigate the effect of docosahexaenoic acid (DHA) on apoptosis, migration and invasion of cervical 
cancer cell lines. Methods cervical cancer cell lines Hela and Siha in logarithmic phase were treated different concentrations of 
DHA. The morphological changes of the cells were observed microscopically and cell apoptosis was observed using Hoechst 
33258 fluorescent staining. MTT assay was used to evaluate the effect of DHA in suppressing cell growth, and flow cytometry 
was employed to analyze the changes of cell apoptotic rate following DHA stimulations. Wound healing assay and Transwell 
migration assay were used to evaluate the migration of the cell lines. The expression levels of Bax, Bcl-2 cleaved caspase3, 
MMP-9 and VEGF proteins were detected by Western blotting. Results DHA exposure of the cells caused obvious 
morphological changes and dose-dependently increased the number of apoptotic bodies in the cells. MTT assay showed that 
DHA inhibited the growth of the cancer cells in a time- and concentration-dependent manner. DHA also effectively suppressed 
migration and invasion of the cancer cells. The cells exposed to DHA showed significantly down-regulation of Bcl-2, MMP-9 
and VEGF proteins and up-regulation of cleaved-caspase 3 and Bax. Conclusion DHA can promote cervical carcinoma cell 
apoptosis by down-regulating the anti-apoptotic proteins Bax, Bcl-2 and cleaved-caspase3 and suppress cell invasion by 
decreasing MMP-9 and VEGF expressions. 
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寻找 有 效 的 治疗 模式 显得 尤为 重要 。 当 前 宫 贷 癌 的 治 


闻 模 式 主要 为 手术 为 主 , 放 化 疗 为 辅 ,而 很 大 部 分 癌症 
患者 因 自 身 免 疫 系统 及 身体 耐 受 情况 较 差 ,对 手术 及 放 
化 疗 的 耐 受 能 力 较 弱 ,因此 营养 支持 可 成 为 肿瘤 综合 治 
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疗 中 一 个 重要 的 组 成 部 分 。 近 年 来 ,美国 肠 外 内 营养 学 
会 (ASPEN) 发 布 的 肿瘤 病人 相关 支持 治疗 新 指南 中 列 
举 了 关于 肿瘤 患者 与 摄 入 w-3 多 不 饱和 脂肪 酸 的 相关 
性 研究 ,并 指出 免疫 营养 物质 多 不 饱和 脂肪 酸 
(Polyunsaturated fatty acid, DHA) 可 以 维持 肿瘤 患者 
体重 ,增强 免疫 力 等 ,在 肿瘤 患者 的 治疗 开 俯 了 新 方向 ”。 
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二 十 二 碳 六 烯 酸 (Docosahexaenoic acid, DHA) 作 为 
o-3PUFASs 中 最 重要 的 一 种 营养 成 份 ,可 以 抗 炎 、 抗 动脉 
粥 样 硬化 ,促进 胎儿 神经 系统 发 育 作 用 ”, 而 日 越 来 越 多 
的 证 据 表 明 其 可 以 抑制 多 种 肿瘤 细胞 的 增殖 ,但 其 药理 
作用 复杂 , 抗 肿瘤 作用 的 机 制 尚 不 明确 ,国内 有 研究 表 
明 DHA 可 能 通过 mTORC1/2 信 号 通路 抑制 子宫 内 膜 
癌 生 长 ,而 对 于 其 它 妇 科 肿 瘤 则 鲜 有 报道 ”。 本 研究 
就 0-3PUFAs 中 的 DHA 对 宫颈 瘤 细 胞 凋 亡 ,侵袭 转移 
的 影响 做 出 初步 探讨 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 来 源 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 由 南方 医科 大 学 
肿瘤 研究 所 赠送 。 

1.1.2 主要 试剂 及 耗材 胎 牛 血清 高 糖 DMEM(Gibco， 
美国 );DHA (Sigma, 美国 ); 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (MTT， 
Sigma, 美国 ) ; 免 抗 人 Bax, Bcl-2, MMP9, VEGF, 
Cleaved-caspase 3 抗体 (CST, 美国 ) ; 羊 抗 兔 二 抗 
(Proteintech, 美 国 );BCA 试剂 盒 ( 凯 基 生物 ,中国 ); 流 
式 细胞 凋 亡 试剂 盒 ( 贝 博 生物 );Transwell 小 室 (8.0 um, 
Corning, ES) 

1.2 DHA 的 处 理 

1.2.1 DHA 溶液 的 配制 按照 参考 文献 [6] ,采用 蛋白 
吸附 法 对 DHA 溶 液 进行 溶解 :将 25 mg DHA 按 比例 溶 
于 0.1 molL 的 NaOH 深 液 中 ,55 %C 水 浴 助 溶 ,5 min Æ 
右 完成 电化 反应 ;再 向 电化 液 中 加 入 10% BSA 溶液 , 同 
样 在 55 % 水 浴 中 助 溶 5 min, 得 到 DHA 母 液 ,-20 CYK 
存 备用 。 

1.2.2 不 同 浓度 的 DHA 溶 液 的 配制 根据 实验 需求 ,将 
RET 1900 36 3&-BEREZR 1% BSA 无 血清 DMEM 
稀释 成 所 需 浓度 。DHA 溶液 刺激 前 ,细胞 必须 用 含 1% 
BSA 的 DMEM 无 血清 培养 基 培 养 6~12 h, 以 洗 脱 细胞 
正常 培养 时 血清 中 的 脂肪 酸 ,降低 其 对 细胞 的 影响 。 

1.3 主要 方法 

1.3.1 细胞 培养 ”HeLa 细胞 Siha 细 胞 用 含 10% 胎 牛 血 
清 、100 U/mL 青霉素 .100 U/mL ERR H DMEM IJE 
基 , 常 规 置 于 37 % .5% CO, 培 养 箱 中 培养 ,1~2 d 换 培 
养 液 ,细胞 生长 至 80%~90% 融 合 时 传代 。 

1.3.2 MTT 法 测定 DHA 对 宫颈 癌 HeLa 细 胞 Siha 细 胞 
的 抑制 作用 取 对 数 生 长 期 的 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 以 
1x10y 孔 的 细胞 密度 接种 于 96 孔 板 中 ,每 孔 加 培养 基 至 
200 岂 ,设立 5 个 复 孔 。 培 养 24h 后 ,给 予 含 1% BSA 
的 无 血清 DMEM 培 养 基 培养 6h 后 ,实验 组 分 别 加 入 不 
同 浓度 的 DHA(20.40.60.80.100 jmol/L) 溶 液 , 对 照 组 
IMATE DHA 的 1% BSA 无 血清 DMEM 培 养 基 。 分 
别 培养 24.48.72 h 后 ,每 孔 加 入 5 mg/mL 的 MTT 液 体 


10 hL, 放 回 细胞 培养 箱 中 孵育 4 h, 再 每 孔 加 入 200 uL 
DMSO, 于 振荡 器 上 振荡 约 10 min, M5 全 自动 酶 标 仪 
(美国 MDS 公 司 ,型 号 SpectraMax M5)490 nm 波长 检 
测 吸光 度 (A 值 ), 以 对 照 组 细胞 活力 为 100% , 按 (公式 
1) :细胞 抑制 率 (%)=(1- 药 物 组 A 值 /对 照 组 A 值 )x 
100%, 计 算 各 组 细胞 抑制 率 。 

1.3.3 MTT 法 检测 DHA 刺激 宫颈 癌 细 胞 48 h E ICs 
ICs fe 1C; 897R €. 取 对 数 生长 期 的 HeLa 细 胞 .Siha 细 
胞 以 1x105 筷 的 细胞 密度 接种 于 96 孔 板 中 ,每 孔 加 培养 
基 至 200 民 ,设立 5 个 复 孔 。 培 养 24h 后 ,给 予 含 1% BSA 
的 无 血清 DMEM 培 养 基 培养 6h,HeLa 细 胞 换 成 DHA 
终 浓 度 为 0.20、40、60、80、100、120、140、160 umol/L 的 
含 1%BSA 的 无 血清 DMEM 培养 基 ,Siha 细胞 换 成 
DHA 终 浓 度 为 0、25、50、75、100、125、150、175、200、 
225 umol/L 的 1% BSA 的 无 血清 DMEM 培养 基 培养 
基 , 分 别 继续 培养 48 h 后 每 孔 加 入 5 mg/mL 的 MTT 液 
体 10 kL, 放 回 细 胞 培养 箱 中 镶 育 4 bh, 再 每 筷 加 入 200 uL 
DMSO, 于 振荡 器 上 振荡 约 10 min, 酶 标 仪 (美国 MDS 
公司 ,型 号 SpectraMax M5)490 nm 波长 检测 吸光 度 (A 
值 ) ,计算 各 组 细胞 抑制 率 ( 公 式 1)。 

1.3.4 Hoechst33258 染色 液 染 色 检 测 细胞 凋 亡 取 对 数 
生长 期 的 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 以 适当 密度 种 植 于 96 孔 
板 内 , 贴 壁 生长 24h 后 , 子 不 同 浓度 DHA 作 用 48 h, 吸 
尽 培养 液 ,加 入 4% 多 聚 甲 醛 固 定 15 min 后 弃 掉 ,用 PBS 
清洗 细胞 2 遍 并 吸 干 ,加 入 30 uL Hoechst33258 染色 
Wi , 避 光 染色 10 min, HH PBS 清洗 2 遍 后 于 荧光 显 微 
镜 下 观察 拍照 。 

1.3.5 流 式 细胞 术 检 测 不 同 浓度 DHA 刺激 宫颈 癌 细 胞 
48 hH TŽ 采用 Annexin V/PI 双 染 法 。 取 对 数 生 
长 期 HeLa、Siha 细 胞 , 按 每 上 1x10" 个 细胞 种 植 于 直径 
为 6 cm 的 培养 耻 中 ,培养 24h 待 细胞 贴 壁 后 ,分 别 加 入 
不 同 浓度 的 DHA 洲 液 ,对 照 组 加 以 含 1% BSA-DMEM 
无 血清 培养 基 。 各 组 继续 培养 48 h 后 ,用 不 含 EDTA 胰 
酶 消化 细胞 并 收集 ,PBS 洗 2 次 (1000 r/min 离心 5 min) 
按照 贝 博 凋 亡 试剂 盒 方法 染色 ,使 用 流 式 细胞 仪 
(LSRFortessa, 美国 BD) 检 测 细 胞 凋 亡 率 。 

1.3.6 细胞 划 痕 实验 检测 不 同 浓 度 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 
侧 向 迁移 能 力 的 影响 于 6 孔 板 背后 用 mark 笔 划一 横 
线 , 取 对 数 生长 期 的 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 经 胰 酶 消化 、 
收集 并 分 别 以 1x10* 个 细胞 种 植 于 6 和 孔 板 内 ,常规 培养 
24 h 后 见 各 组 细胞 达到 90% 以 上 融合 , 充 去 培养 基 , 用 
10 uL 移 液 器 枪 头 在 培养 板 中 垂直 背后 mark 线 间隔 
0.5-1 cm 划 3~5 条 平行 直线 ,再 以 PBS 清洗 脱落 细胞 2 
次 ,加 入 不 同 浓度 的 DHA 含 1% BSA 的 无 血清 DMEM 
培养 基 培 养 , 在 0.48 h 镜 下 观察 划 痕 处 的 细胞 迁移 情况 
并 拍照 ,每 组 至 少 选 取 5 个 视野 ,并 于 不 同时 间 点 均 选 
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取 同 一 视野 。 运 用 Image J 图 像 分 析 软 件 测 得 细胞 的 迁 
移 面 积 后 比较 各 组 间 的 差异 性 。 实 验 重复 3 次 。 

1.3.7 Transwell 迁移 实验 检测 不 同 浓 度 DHA 对 宫颈 癌 
细胞 纵向 迁移 能 力 的 影响 取 对 数 生 长 期 的 HeLa 细 
胞 .Siha 细 胞 种 植 于 细胞 培养 下 中 , 贴 壁 生长 24P 后 ,分 
别 加 入 不 同 浓度 的 DHA 溶 液 , 对 照 组 加 入 含 1% BSA- 
DMEM 无 血清 培养 基 , 继 续 培 养 48 h。 用 PBS 清洗 细 
胞 ,经 胰 酶 消化 后 离心 ,用 1% BSA 的 DMEM 无 血清 培 
养 基 进 行 重 悬 , 制 成 单个 细胞 悬 液 ,并 将 细胞 悬 液 调整 
浓度 为 10 个 /mL。 将 transwell 小 室 置 于 24 孔 板 内 ,上 
室 加 入 200 由 细胞 悬 液 ,下 室 加 入 500 kL 含 10% FBS 
的 DMEM 培 养 液 。 将 有 transwell 小 室 的 培养 板 放 入 培 
养 箱 中 继续 培养 24 h 后 取出 ,医用 棉签 轻 轻 擦拭 掉 上 室 
内 未 穿 过 膜 的 细胞 ,PBS 清洗 2~3 次 后 ,用 甲醇 固定 约 
15 min 后 取出 风干 。 将 结晶 紫 配 成 0.1% 的 工作 液 ,对 
小 室 进行 染色 约 20 min, FH PBS 清洗, 直至 PBS 不 再 
有 颜色 为 止 , 待 自然 风干 后 即 可 将 小 室 倒 扣 于 正 置 显 微 
镜 下 进行 拍照 ,进行 细胞 计数 。 

1.3.8 Western Blotting 检测 Bax、Bcl-2、cleaved-caspase3、 
MMP9、 VEGF 有 蛋白 的 表达 取 对 数 生长 期 的 HeLa 细 
胞 ,Siha 细 胞 ,以 2x10YmL 的 密度 接种 于 直径 10 em 的 
培养 好 中 , 待 细胞 贴 壁 后 ,对 照 组 加 入 1% BSA-DMEM 


A HeLa cells 


Cell viability 


DHA (umol/L) 


无 血清 培养 基 , 实 验 组 加 入 含 不 同 浓度 (IC:。 ICs 1C) 
的 DHA 溶 液 继续 培养 48 h 后 ,收集 各 组 细胞 ,用 RIPA 
及 PMSF 裂解 提取 总 蛋白 ,用 BCA 法 测量 蛋白 浓度 。 
用 10%~12%SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 , 将 蛋白 质 转移 
至 PVDEF 膜 上 ,5%BSA 封 闭 1h 后 ,在 摇 床 上 孵育 一 抗 ， 
4 "过 夜 ,TBST 洗 膜 3~5 次 ,加 入 二 抗 置 于 室温 中 旷 育 
1 h, HF TBST VA VERG 3-5 次, 显 色 发 光 。 运 用 
Image J 图 像 分 析 软 件 测 得 条 带 灰 度 值 后 比较 各 组 间 的 
差异 性 。 

1.3.8 统计 学 分 析 采用 SPSS 20.0 软 件 进 行 统 计 分 析 ， 
所 有 数据 均 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,多 组 间 采 用 One- 
wayANOVA 进行 统计 ,两 两 比较 使 用 LSD 检验 ,P< 
0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 MTT 测 定 DHA 对 宫颈 癌 HeLa 细 胞 Siha 细 胞 的 抑 
制作 用 


MTT 结 果 显 示 ,HeLa 细 胞 、Siha 细 胞 随 着 培养 液 
中 DHA 浓 度 的 增加 和 刺激 时 间 延 长 ,抑制 作用 也 逐渐 
增强 ,呈现 时 间 与 浓度 依赖 性 ,不 同 浓度 下 各 时 间 点 的 
细胞 抑制 率 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 1)。 
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图 1 不 同 浓度 的 DHA 溶 液 对 HeLa 细 胞 及 Siha 细 胞 的 抑制 作用 
Fig.1 Changes in the viability of HeL cells (A) and Siha cells (B) after DHA treatment with different protocols. *P« 


0.05 vs control group. 


2.2 MTT 法 检测 DHA 刺激 宫颈 癌 细 胞 48h 后 IC ICso 
和 IC;s 的 浓度 

根据 DHA 药物 浓度 分 为 多 个 实验 组 ,分 别 作用 富 
颈 癌 细胞 48 h, 在 490 nm 波长 下 测 得 A 值 ,依据 公式 1 
( 见 1.3.2) 计 算得 到 不 同 药物 浓度 的 抑制 率 ( 表 1)。 
2.3 倒置 显微镜 下 及 Hoechst33258 染色 观察 细胞 形态 
及 细胞 核 的 改变 

在 倒置 显微镜 下 ,与 空白 对 照 组 (0 umol/L DHA) 
(图 2A.3A) 相 比 ,HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 经 过 加 入 不 同 浓 


表 1 不 同 浓度 DHA 刺 激 宫颈 癌 细 胞 48 h 后 不 同 抑制 率 的 浓度 
Tab.1 Inhibition rate of cervical cells after treatment with 
different concentration of DHA for 48 h (umol/L) 


Cell type ICs ICs, IC; 


HeLa cells 30 60 121 
Siha cells 43 86 130 


度 DHA 溶 液 刺激 48 h 后 ,细胞 形态 发 生 明 显 的 改变 。 
正常 组 中 ,Siha 细 胞 呈 长 条 梭 形 .单个 细胞 生长 ;而 
HeLa 细 胞 则 呈 不 规则 梭 形 并 呈 冶 桌 状 聚 团 生 长 。 在 
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ICA 


度 组 (图 2B .3B ) , 乡 


胞 间 连 接 较 正常 组 玻 松 ,细胞 


形态 开始 出 现 变化 ,细胞 变 圆 ,大 部 分 细胞 胞 浆 变 得 透 


亮 ,在 : 


激 下 ( 
胞 , 细 
周围 
IC% 


REFL n] ARD EST 


胞 碎片 。 而 在 ICs 浓 度 刺 


图 2C.3C) ,培养 基 上 清 


;1 现 较 多 的 透亮 的 颗粒 
度 时 (图 2D 3D), 


中 可 见 漂浮 着 透亮 的 死 细 


胞 间 辽 进一步 增 宽 , 细 胞 皱 缩 ,细胞 浆 内 及 细胞 核 


,部 分 细胞 已 成 细胞 碎片 。 


胞 折光 性 进一步 增强 ,细胞 密 


BEER 


NL Fr ex 


(TT SIC r2 H E F , UEY F peo VG STE TE AE, E 
胞 浆 内 出 现 如 脂 质 般 的 颗粒 。 


Hoechst33258 染色 后 于 效 光 显微镜 下 观察 可 见 ， 
胞 核 形 态 呈 圆 形 ,染色 均匀 


zs HXT IRH CR] 2E 3E) 094 


E, 


一 致 ,边缘 清晰 , HeLa 细 胞 呈 聚 团 样 生长 ,而 Siha 细 胞 
则 单个 细胞 生长 。 在 IC: 浓 度 组 中 (图 2F、.3F) ,可 见 两 


AS 


胞 的 细胞 核 均 开 始 出 现 皱 缩 变 小 ,有 少量 细胞 核 边界 


开始 变 得 模糊 ,细胞 核 形态 变 得 不 规则 ;在 ICs 浓 度 刺 
激 下 (图 2G.3G) ,染色 后 细胞 密度 明显 较 少 , 较 少见 有 
正常 细胞 核 , 核 或 皱 缩 或 变形 , 核 染 色 质 进一步 聚集 ,出 
IUBE ,为 月 牙 状 或 明亮 颗粒 状 蓝 色 荧光 ,可 明显 见 到 


WITZ, 


而 在 IC 浓度 刺激 下 (图 2H.3H) ,细胞 密度 


进一步 减少 ,视野 内 遍布 明亮 的 蓝 色 效 光 下 的 凋 亡 小 体 ， 


n] RUE 


胞 碎片 , 偶 可 见 单个 正常 细胞 核 (图 2.3)。 


图 2 光 镜 下 和 Hoechst33258 染 色 观察 不 同 浓度 DHA 作 用 48 h 后 对 HeLa 细 胞 形态 的 影响 
Fig.2 Fluorescence microscopy of HeLa cells after exposure to different concentration of DHA (Original magnification: x200). A, E: 
Control (0 umol/L); B, F: IC (30 umol/L); C, G: ICs (60 umol/L); D, H: IC; (120 umol/L). Arrows indicate apoptotic bodies. 


H, 


图 3 光 镜 下 和 Hoechst33258 染 色 观察 不 同 浓度 DHA 作 用 48 h 后 对 Siha 细 胞 形态 的 影响 
Fig.3 Fluorescence microscopy of Siha cells after exposure to different concentrations of DHA (Original magnification: x200). A, E: 
Control (0 umol/L); B, F: IC»; (43 umol/L); C, G: ICs (86 umol/L); D, H: IC; (130 uumol/L). Arrows indicate apoptotic bodies. 
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2.3 AA A JOASE] Zia AELA T 3e 
分 别 给 予 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 0 hmoyL IC: ICs、 


DHA 可 诱导 宫颈 癌 细 胞 凋 亡 , 且 在 同一 作用 时 间 下 , 随 
着 药物 浓度 的 增加 ,细胞 油 亡 比例 逐渐 升 高。( 图 4A 为 


IC 浓度 的 DHA 刺激 48 h 后 收集 细胞 ,Annexin V/PI 双 
染 流 式 细胞 术 检 测 DHA 对 细胞 凋 亡 影响 ,结果 显示 


HeLa 细 胞 ;图 4B 为 Siha 细 胞 )。 
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图 4 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 分 别 予 不 同 浓度 DHA 刺激 48 h 后 的 流 式 细胞 学 凋 亡 情况 
Fig.4 Flow cytometry with Annexin V- FITC/PI staining for detecting apoptosis of cell lines treated 
with different concentrations of DHA for 48 h. A: HeLa cells; B: Siha cells. HO, H1, H2, H3: 0, 30, 60, 120 


pmol/L, respectively. S0, S1, S2, S3: 0; 43; 86; 130 uumol/L, respectively. 


2.4 细胞 划 痕 实验 检测 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 侧 向 迁移 
能 力 的 影响 

两 细胞 株 均 设立 对 照 组 (0 umol/L) /& DHA 的 
IC;s.ICs£H , 1E 0,48 h 时 在 光学 显微镜 下 观察 并 拍照 ， 
用 ImageJ 软件 分 析 两 时 间 点 下 细胞 的 迁移 面积 。 划 
痕 实 验 结果 显示 :HeLa 细 胞 对 照 组 的 划 痕 明显 变 罕 ， 
而 Siha 细 胞 对 照 组 的 划 痕 区 域 可 见 细胞 融合 生长 。 各 
组 细胞 的 侧 向 迁移 速度 和 面积 与 空白 对 照 组 相 比 均 有 
显著 性 差异 (P<0.05)( 图 5A:HeLa 细 胞 ;图 5B:Siha 


细胞 )。 
2.5 Transwell 迁移 实验 检测 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 纵向 
迁移 能 力 的 影响 


细胞 加 入 transwell 小 室 后 ,小室 的 下 室 加 入 含 
10% FBS 的 培养 基 , 由 于 营养 物质 的 趋 化 作用 ,能 够 使 
细胞 由 上 室 往 下 室 迁 移 。 从 结果 可 看 出 ,经 过 不 同 浓 
度 的 DHA 洲 液 刺激 后 ,HeLa 细 胞 和 Siha 细 胞 的 体外 
迁移 能 力 均 发 现 改变 。 与 对 照 组 相 比 , 随 着 DHA 涤 度 
的 升 高 ,HeLa 细 胞 迁移 至 下 室 的 细胞 数 逐 渐 减 少 , 表 
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5 不 同 浓度 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 侧 向 迁移 能 力 的 影响 


Fig.5 Effect of different concentrations of DHA on cervical cell line migration evaluated by wound healing assay (Original 


magnification: x200). A: HeLa cells; B: Siha cells. 


明 体外 迁移 的 能 力 越 弱 (图 6)。 同 样 的 ,在 Siha 细 胞 的 
研究 中 , 亦 体现 出 DHA 对 其 体外 迁移 能 力 具有 抑制 作 
用 (图 7)。Transwell 小 室 检测 宫颈 癌 细 胞 经 过 不 同 浓 


Control ICs 


B HeLa cells 


Cell number 


Control ICs ICs ICs 


DHA (umol/L) 


2.6 Western blotting 检测 Bax, Bcl-2, cleaved-caspase 
3、MMP9、VEGF 的 表达 情况 

与 对 照 组 相 比 ,两 种 细胞 加 入 不 同 浓度 DHA 后 ， 
Bax、cleaved-caspase 3 表达 升 高 (P<0.05) ,Bcl-2 £& F1 
表达 较 对 照 组 明显 降低 , 且 Bcl-2/Bax 比值 较 对 照 组 明 
显 降低 (P<0.05) ; 而 实验 组 的 VEGF.MMP9 表 达 均 较 
对 照 组 降低 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 8)。 


宫颈 冶 是 最 常见 的 妇科 恶性 肿瘤 ,发 病 率 居 女性 恶 


度 DHA 作 用 后 迁移 能 力 的 改变 与 细胞 划 痕 实验 的 结果 
是 相 一 致 的 。 


ICs ICs 


图 6 不 同 浓度 DHA 对 HeLa 细 胞 纵向 迁移 能 力 的 影响 
Fig.6 Effect of different concentrations of DHA for 48 h on 
longitudinal migration of HeLa cells. A: HeLa cells that 
passed through the polycarbonate membrane were 
stained with crystal violet (inverted phase-contrast 
microscopy, x 200); B: Quantitative analysis of HeLa cells 
passing through Transwell migration chambers. *P«0.05 vs 
control group. 


性 肿瘤 第 2 位 。 我 国 每 年 子宫 贷 癌 新 病例 数 为 13.15 
万 , 约 占 全 球 总 数 的 1/3, 每 年 有 2 万 ~3 万 妇女 死 于 子宫 
颈 癌 "。 为 使 肿瘤 患者 有 较 好 的 预后 ,降低 复发 率 , 减 少 
放 化 疗 的 副 反 应 ,提高 患者 生活 质量 ,人 们 不 断 更 新 宫 
倾 瘤 的 治疗 模式 ,更 加 关注 患者 自身 内 环境 的 影响 ,为 
此 逐渐 提出 肿瘤 营养 学 治疗 *”。 近 期 许多 流行 病 学 实 
验 以 及 体内 外 实验 研究 显示 膳食 补充 o-3PUFA 能 够 预 
防 和 改善 多 种 炎症 和 肿瘤 疾病 ”。 

多 不 饱和 脂肪 酸 (PUFAS) 是 一 类 含有 两 个 或 两 个 
以 上 双 键 是 碳 原子 数 为 16~22 的 直 链 脂肪 酸 ,它们 善 遍 
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图 7 不 同 浓度 DHA 对 Siha 细 胞 纵向 迁移 能 力 的 影响 

Fig.7 Effect of different concentrations of DHA for 48 h on 
longitudinal migration of Siha cells. A: Siha cells that passed 
through the polycarbonate membrane were stained with 
crystal violet (inverted phase-contrast microscopy, x200); B: 


Quantitative analysis of Siha cells passing through Transwell 
migration chambers. *P«0.05 vs control group. 


uiis ' — - - annota 


Control IC; ICs IC, Contro ICs ICs IC; 


8 不 同 浓度 DHA 作用 于 宫颈 癌 细 胞 48 hJ& Bax, Bcl-2,.Cleaved-caspase3, MMP9 €. VEGF Bi 
Fig.8 Expression of Bax, Bcl-2, cleaved caspase3 (A) and MMP9 and VEGF proteins (B) after in the two cancer cell lines treated 


with different concentrations of DHA for 48 h. 


存在 于 生物 界 中 ,是 人 体重 要 的 营养 物质 ""。PUFA 是 
细胞 膜 的 重要 成 分 ,对 机 体 的 激素 代谢 和 许多 酶 的 活性 
起 调控 作用 "”。PUFA 主要 由 o-3、.o-6.o-9 这 3 类 脂 
肪 酸 所 组 成 ,但 目前 有 重要 生物 学 意义 的 以 o-3、 
a-6PUFA 为 主 。 而 近年 来 ,o-3PUFAs 的 抗 肿瘤 作用 也 
逐渐 被 发 现 ,其 能 抑制 多 种 肿瘤 的 生长 侵袭 及 转移 ,能 
增强 放 化 疗 的 治疗 效果 。DHA 属于 w-3PUFAs, 是 人 体 
的 必需 脂肪 酸 之 一 。Fasano 等 3 研究 发 现 DHA 可 以 通 
过 氧化 应 激 ERK/GRP78 途径 抑制 多 个 结 直 肠 癌 细胞 
株 的 增殖 ,促进 其 凋 亡 。Song 等 "通过 体内 外 研究 得 出 
DHA 及 EPA 可 以 抑制 胰腺 癌 细 胞 增殖 ,促进 癌 细 胞 凋 
È, HWE DHA 可 以 通过 Wnt/B-catenin 途径 对 胰腺 癌 
细胞 的 生物 学 行为 进行 干涉 。 而 Abdi 研究 团队 在 多 
发 性 骨髓 冶 研 究 中 发 现 w-3PUFA 可 以 促进 骨髓 瘤 细 胞 
的 凋 亡 , 却 不 影响 外 周 血 淋 巴 细胞 的 存活 率 。 除 从 体外 
人 研究 DHA 的 抗 肿瘤 作用 外 ,国内 外 研究 学 考 亦 通过 动 
物 实验 及 临床 实验 体现 DHA 的 各 种 有 益 的 生物 学 功 


能 。Parada 团 队 "% 在 使 用 亚 硝酸 胺 进行 大 鼠 膀胱 癌 造 
模 时 ,得 到 结果 是 亚 硝 酸 腕 联合 PUFA 组 的 肿瘤 组 织 形 
成 与 单纯 亚 硝 酸 胶 组 相 比 ,联合 组 的 肿瘤 组 织 未 见 浸 润 
且 所 形成 的 肿瘤 体积 较 单 纯 亚 硝酸 胶 组 明显 缩小 ,提出 
@-3PUFA 在 大 鼠 膀 胱 癌 模 型 中 可 能 通过 抗 炎 抗 氧化 、 
抗 血管 形成 等 途径 抑制 癌 前 病变 及 恶性 肿瘤 的 进展 。 
Bougnoux 等 中 还 提出 了 饮食 中 加 入 @-3PUFA 干 预后 ， 
可 以 明显 延长 乳腺 瘤 转 移 患 者 的 生存 时 间 。 

o-3PUFA 对 于 不 同 种 类 的 恶性 肿瘤 细胞 生物 学 的 
影响 机 制 既 有 相同 之 处 , 亦 有 不 同 之 处 ,总 而 言 之 ,影响 
机 制 尚 不 明确 史 。 本 研究 探讨 了 DHA 对 宫颈 癌 细 胞 凋 
亡 的 影响 ,通过 给 予 细 胞 不 同 浓度 的 DHA 刺激 后 , 显 微 
镜 下 可 见 细 胞 形态 明显 改变 , 昌 DHA 浓 度 越 高 ,细胞 密 
度 越 低 , 可见 癌 细 胞 溶解 成 细胞 碎片 ,而 空白 对 照 组 细 
胞 形态 正常 。Hoechst33258 染色 后 ,能 清楚 看 到 随 着 
DHA 浓度 的 增加 ,细胞 密度 降低 ,细胞 核 浓缩 越 明 显 ， 
细胞 的 凋 亡 小 体 也 增加 。MTT 法 检测 细胞 活性 结果 提 
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7R BE: DHA WK REWERA ERK , EES 
JCI), H. Siha 细 胞 则 较 HeLa 细 胞 显示 出 更 明显 的 
浓度 -时 间 依 赖 性 。 再 进一步 使 用 流 式 细胞 学 证 实 同一 
时 间 不 同 浓度 DHA 对 宫颈 瘤 细 胞 株 的 影响 ,结果 同样 
显示 DHA 浓 度 越 高 , 宫 颂 癌 细 胞 的 凋 亡 越 明 显 。3 种 检 
测 方 法 的 实验 结果 是 一 致 的 。 

经 典 的 细胞 凋 亡 途径 主要 包括 3 条 :第 1 条 为 外 在 
途径 ,由 细胞 表面 的 死亡 受 体 如 Fas 和 肿瘤 坏死 因子 受 
体 家 族 引 发 ;第 2 条 称 内 在 途径 或 线粒体 途径 ,由 许多 
应 激 条 件 .化 学 治疗 试剂 和 药物 引起 ; 而 第 3 条 途径 则 
为 由 内 质 网 氧化 应 激 所 导致 的 调 亡 ”。 药 物 诱 导 的 线 
粒 体 凋 亡 途径 在 各 种 凋 亡 过 程 中 起 着 重要 作用 ,此 通路 
介 导 的 调 亡 过 程 主要 表现 为 Bcl 家 族 和 蛋白 的 变化 . 线 粒 
体 膜 电位 的 改变 及 细胞 色素 C(cyt-c) 的 释放 。Bcl-2 家 
族 在 细胞 凋 亡 中 起 最 关键 作用 ,此 家 族 义 分 为 Bcl-2 和 
Bax 两 大 亚 族 ,而 其 抗 凋 亡 蛋白 以 Bcl-2 家 族 最 为 重要 ， 
主要 在 线粒体 膜 外 起 作用 ,而 促 凋 亡 和 蛋白 则 以 Bax 为 
主 ,主要 在 线粒体 膜 内 起 作用 。Bcl-2 和 Bax 和 蛋白 的 表 
达 水 平 与 凋 亡 直接 相关 的。 定位 于 线粒体 膜 上 的 Bcl-2 
为 公认 的 Bcl-2 家 族 和 蛋白 成 员 中 主要 抗 凋 亡 分 子 。 
Bcl-2 通 过 干扰 细胞 色素 C 及 钙 离 子 的 释放 ,降低 核酸 
内 切 酶 活性 ,导致 细胞 色素 C 无 法 达到 激活 下 游 胱 冬 肽 
酶 的 国 值 ,从 而 保护 细胞 器 功能 ,抑制 细胞 凋 疡 。 而 
Bax 是 促 凋 亡 基因 ,Bax 的 N 端 暴露 ,引起 细胞 色素 C 和 
各 种 促 凋 亡 因 子 的 释放 ,最 终 导致 细胞 凋 亡 的 比值 决定 
了 细胞 是 否 凋 立 252。Caspase 家 族 是 细胞 凋 亡 过 程 中 
发 挥 关 键 作用 的 一 组 半 胱 氨 酸 和 蛋白酶 ,而 其 中 的 
caspase-3 在 凋 亡 级 联 反应 中 是 最 为 关键 的 凋 亡 蛋白 酶 ， 
当 受 刺激 后 ,caspase-3 会 最 终 被 活化 剪 切 成 cleaved- 
caspase 3, 细 胞 开启 不 可 道 性 的 凋 亡 程 序 。Bcl-2 .Bax 
联合 cleaved-caspase 3 可 以 直接 体现 出 细胞 接受 相关 


过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。MMP-9 对 肿瘤 的 侵袭 与 转移 
起 着 非常 重要 的 作用 ,在 肿瘤 侵袭 和 转移 中 ,其 通过 破 
坏 局 部 组 织 结构 .基底 膜 屏障 ,促进 肿瘤 新 生 血 管 形成 ， 
而 促进 肿瘤 生长 .侵袭 和 转移 吕 。DHA 通过 下 调 
MMP-9 和 蛋白 的 表达 使 得 宫 贷 癌 细胞 溶解 细胞 外 基质 的 
能 力 下 降 , 抑 制 其 转移 能 力 。 

本 研究 还 发 现 DHA 刺激 可 导致 血管 内 皮 生 长 因子 
(VEGF) 和 蛋白 表达 水 平 的 降低 ,VEGF 是 特异 性 作用 于 
血管 内 皮 细 胞 的 生长 因子 ,对 血管 生长 具有 很 强 的 诱导 
作用 ,参与 诱导 肿瘤 血管 生成 。VEGF 及 其 受 体 的 过 度 
表达 与 肿瘤 生长 侵袭 及 转移 关系 密切 人 “。VEGF 的 和 蛋 
白 表 达 情 况 可 以 用 于 预测 肿瘤 细胞 的 转移 .侵袭 能 力 汪 。 
VEGF 则 可 使 得 肿瘤 细胞 血管 生成 减少 ,减少 肿瘤 组 织 
的 营养 物质 的 输送 ,而 导致 肿瘤 细胞 营养 物质 供应 不 
中 ,减缓 肿瘤 细胞 的 增殖 ,协同 MMP-9 抑 制 细 胞 的 转移 
和 侵袭 。 在 划 痕 实验 和 transwell 迁移 实验 中 ,给 予 
DHA 溶 液 刺 激 后 ,细胞 迁移 能 力 明显 减 慢 , 浓 度 越 高 ， 
细胞 体外 迁移 能 力 越 弱 , 因 此 ,DHA 可 能 是 通过 下 调 
MMP-9 及 VEGF 的 表达 抑制 细胞 的 转移 和 侵 珍 。 宣 售 
多 不 饱和 脂肪 酸 的 鱼油 脂肪 乳剂 作为 特殊 的 免疫 营养 
物质 已 经 运用 于 临床 ,并 且 有 研究 显示 其 在 激活 白 细 
胞 .促进 免疫 相关 细胞 因子 的 释放 ,调节 脂 质 合 成 等 方 
面具 有 一 定 作 用 。 近 年 来 , 越 来 越 多 的 证 据 表明 其 可 以 
抑制 多 种 肿瘤 细胞 的 增殖 ,但 其 药理 作用 复杂 , 抗 肿瘤 
作用 的 机 制 尚 不 明确 。 

本 研究 发 现 DHA 可 通过 调控 cleaved- caspase3、 
Bax 及 Bcl-2 表 达 , 从 而 起 到 促进 宫颈 癌 细 胞 株 HeLa 和 
Siha 细 胞 凋 亡 作用 ,并 能 通过 降低 MMP-9、VEGF 的 表 
达 抑 制 宫颈 癌 细 胞 的 迁移 和 侵袭 。DHA 除 了 自身 具有 
抗 肿瘤 作用 外 ,国内 外 人 研究 人 员 还 发 现 DHA 可 以 提高 
结 直肠 癌 、 多 发 性 骨髓 瘙 等 多 种 肿瘤 细胞 的 放 化 疗 敏 感 


刺激 后 出 现 的 凋 亡 情况 。 本 实验 通过 蛋白 免疫 印迹 检 
测 相关 凋 亡 和 蛋白 情况 可 见 , 同 一 作用 时 间 下 , 随 着 DHA 
刺激 浓度 的 增加 ,Bax 及 cleaved- caspase 3 表达 较 正 常 
组 明显 升 高 ,而 Bcl-2 表 达 则 逐渐 下 降 ,Bcl-2/Bax 比值 
下 降 , 提 示 不 同 浓度 的 DHA 可 以 促进 宫颈 癌 细 胞 的 将 
亡 发 生 , 量 随 着 浓度 升 高 , 凋 亡 程度 越 明 显 。 和 蛋白 表达 
的 测定 结果 与 前 文 所 提 的 MTT 及 流 式 细胞 学 结果 是 相 
一 致 的 。 上 述 结 果 提 示 我 们 DHA 有 可 能 是 通过 线粒体 
凋 亡 途径 调节 宫 颂 癌 细胞 的 凋 亡 。 
通过 研究 DHA 对 宫 颂 癌 细 胞 侵 检 、 迁 移 的 影响 ,本 
研究 发 现在 同一 作用 时 间 下 ,不 同 浓度 DHA 溶 液 刺 激 
宫颈 癌 HeLa 细 胞 .Siha 细 胞 后 ,MMP-9 蛋白 表达 水 平 
旦 不 同 浓度 下 降 , 且 随 着 浓度 的 升 高 ,MMP-9 和 蛋白 的 表 
达 逐 渐 下 降 。 基 质 金属 蛋白 酶 (MMPs) 家 族 是 一 类 可 
分 解 细胞 外 基质 成 分 的 锌 和 蛋白酶 ,在 肿瘤 的 侵袭 和 转移 


性 “”。 因 此 ,DHA 亦 有 可 能 是 一 种 具有 强大 潜力 的 宫 
颂 净 放 化 疗 增 敏 剂 。 
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